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Odkrycie w 1900 roku uktadu grupowego

ABO przez Karla Landsteinera byto jednym z naj-
wazniejszych wydarzen medycznych XX wieku.
W nastepnych latach odkrywano na powierzchni
krwinek czerwonych nowe antygeny grupowe, kto-
rych obecnie poznano juz ponad 300. Wykrywanie
1 charakterystyka nowych antygenow opieraly sie
calkowicie, az do 1990 roku, na technikach serolo-
gicznych. Przez ponad wiek aglutynacja byta ,,zto-
tym standardem” we wszystkich jednostkach
krwiodawstwa i1 krwiolecznictwa do okreS§lania an-
tygenow 1 do badania zgodnoSci biorcy z krwia daw-
cy. Obecnie zostaly okreslone molekularne podsta-
wy wszystkich polimorfizméw, a ich znajomo$é
umozliwia przewidywanie fenotypow grup krwi na
podstawie wynikéw badania DNA. Metodami bio-
logii molekularnej w hodowli komorek organizmow
prokariotycznych i eukariotycznych otrzymano wie-
le antygenow grupowych posiadajacych strukture
bialka, tak zwane rekombinowane biatka grup krwi.
Podczas ses;ji plenarnej profesor Seltsam z Nie-
miec wyglosil wyklad o doSwiadczeniach swojego
o$rodka i perspektywach zastosowania rekombino-
wanych antygenow do wykrywania i identyfikowa-
nia alloprzeciwcial w serologicznej diagnostyce grup
krwi [1]. Podkreslil, ze aby rekombinowane anty-
geny byly sprawne w wykrywaniu stabych przeciw-
cial dominujace znaczenie ma zaprezentowanie ich
w trojwymiarowe] strukturze, w jakiej wystepuja
naturalnie. Trojwymiarowa strukture bialek grup
krwi okres$lajg takie czynniki jak: typ biatka btono-
wego (np. czy przechodzi ono przez blone raz czy
wielokrotnie), typ modyfikacji bialka po translacji

(np. glikozylacja, dwusiarczkowe wigzania) oraz
typy wzajemnego oddzialywania z innymi biatkami
blonowymi. Techniczne rozwiazania i rodzaj testu,
w ktorym beda uzyte rekombinowane biatka gru-
powe krwi w znacznym stopniu zaleza od tego, czy
biatka antygenéw sg whudowane w bione krwinek
czy wystepuja jako rozpuszczalne czasteczki. Aby
rekombinowane bialtka, jako odpowiedniki tych an-
tygenow, ktore w warunkach naturalnych wielo-
krotnie przebijaja blone krwinki (np. Rh, Kidd),
mogly prawidlowo prezentowac antygen, w projek-
towanym teScie musza by¢ wyeksponowane w bial-
kach biony krwinki. Biatka btony krwinki czerwone;j
mozna otrzymaé w hodowli na komorkach eukario-
tow. Wyprodukowany test z uzyciem rekombi-
nowanych antygenow musi wykazywac sie zarow-
no odpowiednia czulo$cia, jak i specyficzno$cia.
Wysoki poziom ekspres;ji bialek grup krwi oraz od-
powiednie unieruchomienie komorek lub fragmen-
tow blony krwinki na powierzchni podioza bedzie
miafo zasadnicze znaczenie dla czuloSci metody.
Specyficzno$¢ metody zalezy natomiast gtoéwnie od
tego, czy uda sie unikngé reakcji spowodowanych
innymi przeciwcialami niz tymi, ktore sg skierowa-
ne do antygenow grup krwi, w tym glownie przeciw-
cial HLA Kklasy I 1 nieswoistej dla antygenow grup
krwi adsorpcji IgG na blonie krwinki.
Rozpuszczalne rekombinowane biatka grup
krwi mogg by¢ wykorzystane w odczynnikach, sto-
sowanych do testow opartych na hamowaniu aktyw-
no$ci przeciwcial, do testow w fazie statej, na przy-
ktad ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) lub
w technikach opartych na mikrochipach biatkowych.

Adres do korespondencji: dr n. farm. Bogumila Michalewska, Zaktad Immunologii Hematologicznej i Transfuzjologicznej
IHiT, ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa, tel.: (22) 349 66 00 wew. 224, faks: (22) 349 66 11

e-mail: bmichalewska@ihit.waw.pl

www.jtm.viamedica.pl 129



Journal of Transfusion Medicine 2012, tom 5, nr 1

Ostatnio zespol Seltsama opracowal nowoczesny test
do wykrywania alloprzeciwcial z zastosowaniem
czerwonych polistyrenowych kulek oplaszczonych
rekombinowanymi biatkami grup krwi oraz sprzetu
systemu ID Mikro Typing. Oplaszczone rekombino-
wanymi antygenami kulki nadaja sie rowniez do ba-
dan cytometrig przeplywowa.

Nowy test moze mieC zastosowanie w rutyno-
wej diagnostyce wykrywania i identyfikowania swo-
istoSci przeciwcial dopiero wtedy, gdy pozwoli wy-
krywac znaczace klinicznie przeciwciala (po prze-
toczeniu krwi niszczg niezgodne antygenowo
krwinki czerwone dawcy, a w przypadku konfliktu
serologicznego niszcza krwinki ptodu, ktory odzie-
dziczyl niezgodny antygen po ojcu), z czuloScig
rowna co najmniej czuloSci testow opartych na sto-
sowaniu krwinek czerwonych. W dalszym ciagu jed-
nak nie otrzymano rekombinowanych biatek
wszystkich znaczacych klinicznie antygendow grup
krwi lub uzyskano nie wystarczajgco skuteczng ich
ekspresje, tak jak w przypadku biatek uktadu Rh.

Obiecujace wyniki z zastosowaniem rekombi-
nowanych biatek grup krwi osiagnieto juz w przy-
padku identyfikowania przeciwcial skierowanych do
antygenow o wysokiej czesto$ci wystepowania (tzw.
antygenow powszechnych). Jak wiadomo, wsrod
alloprzeciwcial do antygendw powszechnych wyste-
puja przeciwciala znaczace klinicznie, ale znacznie
czeSciej wykrywane s przeciwciala klinicznie nie-
znaczace. Wykrycie 1 rozro6znienie obu typow allo-
przeciwcial polegac bedzie na wyhamowaniu aktyw-
no$ci jednego z nich przez uzycie dwoch tzw. kok-
tajli z rozpuszczalnymi rekombinowanymi biatkami
grup krwi. Jeden z nich jest mieszaning antygenow
znaczacych klinicznie (np. Kp°®, k, Yt°, Ge2, LW?),
drugi zawiera mieszanine antygenow klinicznie nie-
znaczacych (np. Ch*, Rg*, SC1, JMH, Kn*, McC?, Cr?).
Jesli wynik hamowania wskaze na obecno$¢ alloprze-
ciwcial o znaczeniu klinicznym, wowczas ich swo-
isto$¢ mozna bedzie okresli¢, stosujac do hamowa-
nia odczynniki zawierajace pojedyncze rekombino-
wane biatko grup krwi. Taka metoda pozwoli rowniez
na wykrycie 1 identyfikacje dodatkowe] swoistoSci
przeciwcial znaczacych klinicznie, towarzyszacej al-
loprzeciwcialom skierowanym do powszechnego
antygenu. Profesor Seltsam przedstawit wyniki ba-
dan uzyskane w jego laboratorium przy zastosowa-
niu metody hamowania aktywno$ci przeciwcial przy
uzyciu koktajli rozpuszczalnych rekombinowanych
antygenow do identyfikacji alloprzeciwcial na przy-
kladzie surowicy zawierajacej anty-Kn® + anty-Jk*.
Jesli zastosuje sie selektywne usuniecie (hamo-
wanie) nieznaczacych klinicznie alloprzeciwcial
anty-Kn® do antygenu powszechnego, wowczas

surowica po hamowaniu moze by¢ uzyta do proby
krzyzowe;j.

Seltsam zaznaczyl, ze dopoki nie bedg otrzy-
mane rekombinowane biatka wszystkich klinicznie
znaczacych antygenow, dopoty te nowe technolo-
gie nie beda mogly zastapi¢ metod wykrywania
11dentyfikowania alloprzeciwcial przy uzyciu krwinek
czerwonych. Staly postep wiedzy i mozliwoSci tech-
nologicznych obserwowany w tej dziedzinie pozwoli
w przyszloSci na uzycie pojedynczych rekombino-
wanych biatek grup krwi do wprowadzenia nowych
metod opartych na technice ,,jeden dotek jeden an-
tygen”, czyli jednostopniowe] identyfikacji przeciw-
cial. Procedura taka znacznie upro$ci i przyspieszy
proces ustalania swoisto§ci alloprzeciwcial, ktory na
razie jest czasochlonny 1 wymaga znacznego wkla-
du pracy. W chwili obecnej testy z zastosowaniem
rekombinowanych bialek moga by¢ uzyte tylko jako
testy uzupelniajace, chociaz znacznie usprawniajg
metody badania z uzyciem krwinek czerwonych.

Niezwykle istotne, bo poszerzajace wiedze na
temat grup krwi, byly doniesienia o wykryciu no-
wych antygenow, ktorych tacznie jest juz 328.

Podczas Zjazdu przedstawiono doniesienia
o czterech nowych antygenach krwinek czerwonych
wykrytych w testach serologicznych oraz scharak-
teryzowanych metodami biologii molekularnej: an-
tygen KETI w ukladzie grupowym Kell, antygen
DOLG w uktadzie Dombrock, antygen RHAG4
w ukliadzie RHAG i antygen PX2 w kolekcji GLOB.

Antygen KETI o wysokiej czesto$ci wystepo-
wania jest obecnie 32. antygenem w ukladzie Kell.
Zostal zgloszony przez Karamatic Crew 1 wsp.
z Wielkiej Brytanii na podstawie wynikow badan
u chorego, u ktorego wykryto przeciwciala reagu-
jace w PTA ze wszystkimi krwinkami nietraktowa-
nymi i traktowanymi papaing oprocz dwoch przypad-
kow krwinek K, i1 jednego przypadku krwinek
KASH- [2]. Krwinki chorego wykazywaly prawi-
diowa ekspresje antygenow powszechnych z ukla-
du Kell (k, Kp®, Js" i K11). Po zsekwencjonowaniu
genu KEL stwierdzono nowa homozygotyczng mu-
tacje w eksonie 12 w pozycji 1391C > T kodujaca
zmiane aminokwasu Thr464lle w glikoproteinie
Kell. Mutacja byta potwierdzona w PCR-RFLP.

Antygen PX2 zostal zgtoszony przez Olssona
1wsp. ze Szwecji [3]. Autorzy zaobserwowali dodat-
nie wyniki prob krzyzowych u chorego o fenotypie
P.* z krwinkami dawcow pp. Jak wiadomo, krwinki
pp nie posiadajg antygenow P, P* i P, (sg tzw. krwin-
kami null w tych antygenach). Przeprowadzone ba-
dania testami aglutynacji z krwinkami nietraktowa-
nymi i traktowanymi papaing wykazaly, ze stabo do-
datnie/o zréznicowanym nasileniu wyniki prob
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krzyzowych osob P* z krwinkami pp wynikaja z obec-
no$ci naturalnie wystepujacych przeciwciat do anty-
genu, ktory moze pojawiac sie w wiekszej iloSci na
krwinkach niektorych osob pp. Wyniki oznaczen na
poziomie molekularnym sklonily autorow wystapie-
nia do wysuniecia hipotezy, ze u 0sob o fenotypie P*
brak funkcjonalnej transferazy f3GalNAc na skutek
mutacji genu BSGALNT odpowiada za brak dalszego
przeksztalcenia paraglobozydu i utworzenia glikosfin-
golipidu x2. Autorzy proponuja, aby antygen, ktorego
obecno$¢ wykazano na krwinkach pp nazwaé¢ PX2
1 tymczasowo wlaczy¢ do kolekcji GLOB.

Karamatic Crew i wsp. z Wielkiej Brytanii na
podstawie dowodow uzyskanych w wyniku badan
serologicznych i molekularnych zaprezentowali
wykrycie nowego antygenu o wysokiej czestoSci
wystepowania — DOLG, ktorego cechy zakwalifi-
kowaly go do uktadu grupowego Dombrock [4].
U kobiety ciezarnej, pochodzacej ze Sri Lanki, wy-
kryto alloprzeciwciala reagujace w PTA ze wszyst-
kimi krwinkami oprocz krwinek Gy(a-), ktore sa
krwinkami null w ukladzie Dombrock. Krwinki
czerwone tej ciezarnej wykazywaly prawidiows
ekspresje antygenéw Do", Jo*, Hy+ natomiast eks-
presja antygenu Gy*byla znacznie obnizona. Se-
kwencjonowanie genu DO, kodujacego antygeny
Dombrock ujawnilo nowa homozygotyczng mutacje
674T > A w eksonie 2. Mutacja kodowata zmiane
aminokwasu Leu225GIn w glikoproteinie Dombrock;
DOLG jest 6smym antygenem w ukladzie grupowym
Dombrock. Kobieta z alloprzeciwciatami anty-DOLG
urodzifa dziecko z BTA-yjemnym i bez oznak cho-
roby hemolitycznej ptodu i noworodka.

O nowo odkrytym, czwartym juz, antygenie
w ukladzie RHAG poinformowali Poole i wsp. z Wiel-
kiej Brytanii 1 Holandii [5]. Jest to pierwszy przy-
padek, w ktorym alloprzeciwciala skierowane do
antygenu z ukfadu RHAG mialy znaczenie klinicz-
ne. Zostaly one wykryte u matki, ktéra niedawno
urodzita drugie dziecko z objawami ciezkiej choro-
by hemolitycznej, wymagajace transfuzji wymien-
nej. U dziecka stwierdzono silnie dodatni BTA
z anty-IgG. Fenotyp Rh matki byt DccEe, ojca Dccee
1 dziecka: DccEe z oslabiong ekspresja antygenu e.
Badanie przegladowe w osoczu matki z krwinkami
wzorcowymi byfo ujemne, ale osocze matki silnie
reagowalo z krwinkami ojca dziecka w PTA i w te-
Scie enzymatycznym (z krwinkami papainowanymi).
W badaniach rodzinnych okazalo sie, ze krwinki
dwojga przyrodniego rodzenstwa meza byly rowniez
silnie niezgodne z osoczem kobiety. W badaniach
molekularnych ojca dziecka sekwencjonowano geny
RHD, RHCE i RHAG. Nie znaleziono mutacji
w genach RHD 1 RHCE, natomiast wykryto dwie ho-

mozygotyczne mutacje w eksonie 6 genu RHAG:
808G>A (V270I)i 861G >A, ktore nie zapowiadaly
zmiany aminokwasu. Obie mutacje w heterozygo-
tycznej postaci znaleziono rowniez u jego przyrod-
niego rodzenstwa, u pierwszego dziecka i u nowo-
rodka. We wniosku autorzy stwierdzili, ze miejsca
obu mutacji sa zlokalizowane w przezblonowym
9. regionie biatka RhAG. Autorzy doniesienia przy-
puszczaja, ze mutacja V2701 znaleziona w prezen-
towanej rodzinie powoduje ekspresje nowego epi-
topu 1 proponuja, aby nowo odkryty antygen byt
nazwany RHAGA4.

Bardzo ciekawe doniesienie o podstawach ge-
netycznych poliaglutynacji NOR wygtosita Sucha-
nowska reprezentujaca zespol naukowcow z Insty-
tutu Immunologii i Terapii Eksperymentalnej we
Wroctawiu [6]. Krwinki czerwone NOR zostaty
wykryte w Polsce jako drugi przypadek na $wiecie
(pierwszy byl w Stanach Zjednoczonych). Wykazuja
one poliaglutynacje, czyli sa aglutynowane przez
wszystkie ludzkie surowice/osocze, zgodne w grupie
ABO 1 nie zawierajace nieregularnych alloprzeciw-
cial do krwinek czerwonych. Jak juz wczes$niej wy-
kazat zespot wroctawski, krwinki NOR posiadaja gli-
kosfingolipidy zawierajace sekwencje Galal>4Gal-
NAc, ktora jako koncowa zewnetrzna jednostka
glikolipidu na powierzchni erytrocytu jest rozpozna-
wana przez naturalnie wystepujace przeciwciala
obecne powszechnie w ludzkich surowicach. U 14
0s0b NOR dodatnich stwierdzono heterozygotyczna
mutacje C631>G w genie A4GALT kodujacym en-
zym — transferaze P*, ktory katalizuje synteze an-
tygenu P*. Mutacja C>G powoduje zmiane w ami-
nokwasie Q211>E w lancuchu polipeptydu trans-
ferazy P*. W obecnej prezentacji przedstawiono
wyniki badan, jakie otrzymano w hodowli komorek
2102Ep (linia ludzkich embrionalnych komérek ra-
kowych, najbardziej zblizona do niezréznicowanych
embrionalnych komorek), do ktorych wprowadza-
no prawidlowy gen A4GALT dla transferazy P*i gen
z mutacja C631>G. Stwierdzono, ze komorki z ge-
nem prawidiowym A4GALT wykazywaly ekspresje
antygenu P, natomiast nie wykazywaly ekspres;ji
NOR. Komoérki z wprowadzonym zmutowanym
C631>G genem wykazywaly ekspresje zarowno
antygenu P¥, jak i NOR. We wniosku autorka stwier-
dzila, ze zamiana aminokwasu Q211E w transfera-
zie P* powoduje, ze enzym nabiera zdolnoSci do
udzialu w syntezie obu struktur; jednej z nich wy-
stepujacej w antygenie P* (Galal>4Gal) i drugiej
w NOR (Gala1>4GalNAc).

Nasz Zakiad (IHiT) przedstawil 4 doniesienia
zwigzane z immunohematologig krwinek czerwo-
nych, z ktérych dwa beda w tym sprawozdaniu omo-
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wione. Orzinska 1 wsp. z IHiT oraz z 4 RCKiK za-
prezentowali zastosowanie autorskiej metody do
poszukiwania genu RHD u dawcow oznaczonych
w RCKiK jako RhD ujemni [7]. Metoda polegata na
badaniu DNA, izolowanego z puli osocza od 96 daw-
cow, metoda real-time PCR (polymerase chain reac-
tion) dla eksonow 7.1 10. oraz intronu 4. genu RHD.
U dawcy, u ktorego wykryto gen RHD, okre§lano
genotyp D slaby 1 kategorie D czeSciowego tech-
nika SSP-PCR. Badaniami serologicznymi okresla-
no u tych dawcow kategorie D czeSciowego lub, jesli
nie wykrywano antygenu D w testach aglutynacji,
wykonywano adsorpcje/elucje w celu wykrycia an-
tygenu DEL. Sposrdd przebadanych 16 608 RhD
ujemnych dawcow u 29 (0,18%) wykryto gen RHD
(najczesciej hybryde RHD-CE(2-9)-D, ale rowniez
RHD staby typu 15, typu 11, typu 2, i typu 3, mu-
tant RAHD 1V3-1G>A. U 3 dawcow stwierdzono se-
rologicznie obecno$§¢ antygenu DEL. Autorzy
stwierdzili, ze przeprowadzone bedzie sekwencjo-
nowanie wykrytych fragmentow genoéw, aby scha-
rakteryzowal wystepowanie alleli genu RHD sla-
bych odmian antygenu D w Polsce.

Michalewska, Olsson wraz z zespolami ze
Szwecji, RCKiK £6dz i IHiT donie$li o wykryciu
nowych mutacji genu FUT1 odpowiedzialnych za
niezwykle rzadki w Swiecie fenotyp Bombay (O,)
[8]. Grupa krwi O, zostata wykryta w Polsce u 2 nie-
spokrewnionych krwiodawcow. Charakteryzuje sie
zupelnym brakiem antygenow A, B 1 H oraz obec-
nos$ciag w surowicy alloprzeciwcial anty-A, anty-B
1anty-H. Gen FUT1 koduje 2-a-fukozylotransfera-
se syntetyzujaca antygen H na przyklad na krwin-
kach czerwonych, ktéry z kolei jest prekursorem
dla syntetyzowania antygenow A lub/i B odpowied-
nio przez GalNAc-transferaze i Gal-transferaze,
kodowane przez allele genu ABO. Fenotyp O, po-
wstaje w wyniku homozygotycznych mutacji inak-
tywujacych gen FUT1 i gen FUTZ2, ktorego ekspre-
sja jest niezbedna dla obecno$ci antygenow A, B
1 H w osoczu. Stosujac w badaniach molekularnych
metody PCR-ASP (polymerase chain reaction-allele
specific oligonucleotide) 1 RCR-RFLP (polymerase

chain reaction-restriction fragment length polymor-
phism), wykryto u polskich dawcow O, dwie nowe
mutacje w genie FUT1, ktore spowodowaly utrate
aktywnosSci transferazy H. U jednego z dawcow
stwierdzono mutacje 958G > A (Gly320Arg), u dru-
giego natomiast mutacja 1A>C (MetlLeu) jest
pierwszym przypadkiem zmiany, ktora dotknela, jak
sie oczekuje, zainicjowania syntezy biatka — enzy-
mu 2-a-fukozylotransferasy. Analiza FUTZ2 wyka-
zala u obu dawcow homozygotyczng mutacje
428G>A, kodujaca zmiane Trpl43Stop, wystepu-
jaca w rasie kaukaskiej u niewydzielaczy substan-
¢ji grupowych.

Z przedstawionych w niniejszym sprawozdaniu
doniesien wynika, a dotyczy to wiekszoSci prezen-
towanych na Zjezdzie prac, ze rozwiagzywanie zagad-
nien serologicznych w grupach krwi opiera sie obec-
nie na metodach biologii molekularne;.
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